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重组 菌 丝 霉 素 发 酵 培 养 基 外 选 及 
Æ GEI 万 


对 断奶 仔猪 生长 性 能 、 


Rz 冰 ! 


生物 科技 有 限 公 司 ， 成 都 610062) 


W 要: 本 试验 由 在 对 重组 菌 丝 考 素 发 酵 培 养 基 进行 


养分 消化 率 和 肠 道 微生物 菌 群 
基因 工程 菌 〈PPle) 进行 液体 发 酵 ， 采 用 分 批 - 补 料 式 发 酵 工艺 ， 比 较 


性 淀粉 3 种 不 同 培养 基 对 重组 菌 丝 霉 素 分 泌 表达 的 影 


KA” BUE. TOUS 


= 


K CCS 4, FEMA +0.3% ERR A). DUE 


AND WES 


e 


0.2% 重 组 菌 丝 霉 素 +0.1% 微 生态 制剂 )， 试 验 期 21 d。 结 果 表 明 : 发 酵 到 114 h， 低 盐 组 、 


一 至 


原则 随机 分 配 到 5 个 组 : 


油 组 和 基础 可 溶性 淀粉 组 


Lic 


表明 , 与 CON 组 相 比 ，CS 组 和 AP 组 显著 提高 了 平均 
显著 降低 了 料 重 比 CFKG) C 


(0.05<P<0.10)。 与 其 余 各 组 相 比 ，AP 组 显著 提高 


组 相 比 ， 其 余 4 个 组 有 提高 能 量 和 干 物 质 表 观 消化 率 的 
率 极 显著 高 于 其 余 4 个 组 (P<0.01)。 综 上 所 述 ， 通 过 优化 培养 基 ， 雪 


量 ， 在 断奶 仔猪 饲 粮 中 添 


站 。 动 物 试验 选 


P«0.050. 49 CON %48 H 


"| Ha R BE UBT 


在 断奶 仔猪 上 的 应 用 
BE! ROC? 陈 代 文 ! 
(1. 四 川 农业 大 学 动物 营养 研究 所 ， 动 物 抗 病 营养 教育 部 重点 实验 室 ， 


何 军 上 
成 都 611130; 2. 成 都 华 罗 


化 第 选 ， 并 研究 饲 粮 中 添加 重组 菌 丝 老 素 


的 影响 。 试 验 利用 30 L AIEO EP ois Pe BE 
氏 盐 、 基 础 甘油 和 基础 可 溶 


30 头 24 


龄 健康 的 “ 杜 


对 照 组 (CON 组 ， 基 础 饲 粮 )、 硫 酸 条 
大 组 CAP 组 ， 基 础 饲 粮 十 0.2% 重 组 菌 丝 霉 


下 


FZ (PB 组 ， 基 础 饲 粮 十 0.1% 微 生态 制剂 ) 和 联合 应 用 组 (PPB 组 ， 基 础 饲 粮 十 


基础 甘 


茵 体 湿 重 达到 最 高 ， 分 别 为 450、402、277 g/L。 发 酵 114h， 测 得 发 酵 
总 浓度 低 盐 组 0.38 gL、 基 础 甘油 组 3.94 gL、 基础 可 溶性 淀粉 组 5.63 g/L。 动 物 试 验 
日 采 食 量 (ADFD 和 平均 日 增 重 (ADG), 
C, CS 组 和 AP 组 有 降低 腹泻 率 的 趋势 


菌 的 含 


(P<0.05)。 与 CON 


趋势 (0.05<P<0.10)。PB 组 磷 的 表 观 消化 


Oo 


关键 词 : 重组 菌 丝 霉 素 ; | 


抗菌 肽 ， 生长 性 能 ; 


中 图 分 类 号 ; 


$816.7; S828 


近 50 年 来 ， 抗 生 素 


j 于 动物 生产 ， 给 畜牧 生产 者 带 来 了 
着 科学 技术 的 发 展 和 生活 水 3 
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重组 菌 丝 霉 素 抗菌 肽 可 改善 仔猪 的 生长 性 能 。 
养分 消化 率 ; 断奶 仔猪 


延 〈1990-)， 男 ， 四 川 成 都 人 ， 硕 士 研究 生 ， 从 


H, 


xm T EARLE AKE 


巨大 的 经 济 效益 ， 
的 提高 ， 人 们 逐渐 认识 到 抗生素 会 在 畜产 品 中 残留 及 产生 抗 药性 等 


ln. 


b 


但 近 20 年 来 ， 随 


[学 者 和 创新 团队 发 展 计划 


和 猪 的 营养 研究 。E-mail: 


hejun8067@163.com 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


201711.00484v1 


chinaXiv 


25 


26 


27 


28 


29 


30 


31 


32 


33 


34 


35 


36 


37 


38 


39 


40 


41 


42 


43 


44 


45 


46 


47 


48 


49 


50 


51 


52 


53 


54 


负面 作用 。 因 此 ， 寻 求 绿色 、 高 效 、 


Ei EA rS "ET ERE A SE EHI] cDNA E, d 


Zoo FE ATC BGA BELA 8 BAR AE AGL) ER, Hi 
菌 肽 作为 一 种 潜在 的 饲 用 抗生素 替代 品 越 来 越 受到 研究 者 的 青睐 。Schneider 等 报道， 在 2005 
发 到 了 与 动物 防御 素 相似 的 片段 ， 并 命名 为 菌 丝 霍 


素 。 金 黄色 葡萄 球菌 在 保育 猪 舍 发 病 率 高 达 15%， 仔猪 感染 后 死亡 率 达 到 70%， 这 对 畜牧 业 生 产 


带 来 了 巨大 的 危害 外 。 与 此 同时 ， 


中 ,得 到 一 株 基 因 


抗生素 类 饲料 添加 剂 使 用 外 。 许 多 


程 菌 毕 亦 酵母 基 
球菌 感染 的 预防 和 治疗 。 研 究 表明 ， 重 组 菌 


抗菌 作用 ,而 菌 丝 考 素 作 为 被 筛选 得 到 的 
用 ， 且 对 金黄 色 葡萄 球菌 和 猪 链 球菌 等 革 兰 


抗生素 的 


滥用 也 给 养殖 业 带 来 了 严重 的 危害 。 目 前 国内 外 都 在 
寻找 蔡 代 抗生素 的 新 型 饲料 添加 剂 。 本 实验 室 在 前 期 的 研究 中 将 


>H 


p 


Al (PPle), # 


分 泌 


匡 丝 霍 素 基因 克隆 进入 毕 赤 酵母 


的 重组 菌 丝 霉 素 可 上 


于 金黄 色 和 葡萄 


“eRe ACA 


动物 防 得 


所 毒性 , 


素 类 抗菌 肽 需要 在 1 


无 溶血 性 ， 可 作为 一 种 潜在 的 非 


民 低 的 离子 浓度 情况 下 才能 发 挥 


例 真菌 类 防御 素 ， 


从 天 然 微生物 中 获得 ， 产 量 低 且 分 离 纯化 轩 


X 3RAH TR RER PPle， 不 仅 实现 了 高 水 平分 泌 表 达 ， 且 表达 
产 成 本 ， 本 试验 在 30 LAKER NE 
影响 ;在 此 基础 上 ， 评 估 了 重组 菌 丝 霉 素 在 断奶 仔猪 上 的 应 ) 


在 饲料 工业 上 的 推广 应 用 积累 资料 。 


1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 


由 
ro 


22 A AK: BK 


limi 
pn 


组 菌 丝 霉 素 基 因 工 程 菌 PPle， 本 实验 室 构建 。 
上 剂 ， 由 本 试验 发 酵 制 得 ， 有 效 
BMA: 粉 状 制剂 ， 有 效 含 量 为 20 mg/kg， 购 自 


微 生 态 制剂 ， 粉 状 制 剂 ， 活 菌 


112 ABRE yp 


1.2.1 发酵 饶 培 养 


ABC: 将 培养 基 倒 入 发 酵 钠 中 加 水 至 20 工 进行 灭 苗 ， 
冷却 至 30 后 设置 为 恒温 ,用 氨水 溶液 将 pH 调 至 5.5, 通过 空 
发 酵 色 接种 : 采用 火焰 接种 法 ， 将 二 级 种 子 接种 到 发 酵 饶 中 。 


碳 源 补 料 ， 先 预 培养 2h， 根 


流 加 速度 应 当 提高 ， 反 之 亦 然 。 


FP 比 较 了 


总 数 >2x10? CFU/g， 购 


难 。 本 实验 室 在 前 


在 生理 离子 浓度 下 就 能 发 挥 杀 
氏 阳 性 菌 有 着 很 强 的 抑制 作用 巾 。 目 前 菌 丝 霍 素 主 要 
期 研究 中 成 功 构 建 了 


Bat 
TT 


一 株 能 分 泌 表 


产物 纯度 较 高 。 为 进 


步 降 低 其 生 


RESE 3 种 不 同 培 让 


其 对 PPle 菌 丝 霉 素 表 达 水 平 的 


效果 ， 以 期 为 重组 菌 丝 霉 素 抗菌 肽 


升温 至 120 CX 30 min, f$ 


压缩 机 通 入 空气 ,打开 搅动 阀 。 


EIRA (DO) 来 控制 碳 源 的 流 加 速度 ， 当 溶 氧 值 升 高 时 ， 碳 源 


甲醇 诱导 : 当 碳 源 消耗 殉 尽 后 ， 浴 氧 值 会 迅速 升 高 ， 此 时 进 


行 碳 源 饥饿 1 h。 然 后 采 
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流 加 的 补 料 方式 。 当 pH 变化 不 大 的 时 候 ， 开 始 诱导 。 诱 4 


控制 在 在 20%~30%， 确 保甲 醇 流 加 量 和 消耗 量 相 平衡 。 
醇 补 料 速度 共 3 个 阶段 ，34、51、68 mL/h。 
1.2.2 ”发 酵 产 物 检测 


发 酵 结 束 后 ， 离 心 收集 发 酵 上 清 液 进行 纯化 。 将 含有 菌 丝 霉 素 的 发 酵 上 清 液 通过 His 亲 和 层 
亮 蓝 法 检测 发 酵 上 清 液 总 蛋白 ， 


析 纯 化 ，-20 短期 贮存 备用 。 采 用 考 马 


xx 


过 程 应 通过 开 度 和 周期 的 调节 将 溶 氧 


前 过 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 


和 


聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 〈SDS-PAGE) 检测 重组 抗菌 肽 的 表达 效果 。 将 金黄 葡萄 球菌 ATCC 25923 


接种 于 50 mL MHB 培养 基 中 ，37 'C 摇 床 培养 过 夜 ， 将 事先 疹 


E 备 好 灭 菌 的 42 C MHA 培养 基 ， 


分 别 倒 入 4 个 培养 外 中 ， 待 培养 基 凝 固 后 ， 在 培养 基 表 面 涂 抹 经 2 500 U 的 胃 和 蛋白 酶 、250 U 的 


将 平板 正面 向 上 37 'C 培 养 18~24h， 观 察 抑 菌 效果 。 
13 动物 试验 设计 


JRE ARE. pH 为 2.0 的 甘氨酸 -盐酸 (glycine-HC1) 缓冲 液 处 理 4h 后 


的 菌 液 200 kL， 加 入 样品 ， 


试验 选用 30 头 24 日 龄 健康 “ 杜 长 大 ”(DLY) 的 断奶 仔猪 ， 按 照 体重 一 致 原则 分 配 到 5 个 


态 制剂 ) 和 联合 应 用 组 (PPB 组 ， 基 础 饲 粮 十 0.2% 重 组 


4 


菌 肽 组 CAP 组 ， 基 础 饲 粮 十 0.29% 重 组 菌 丝 霉 素 )、 微 生态 制剂 组 (PB 组 ， 


组 : 对 照 组 CCON 组 ， 基 础 饲 粮 )、 硫 酸 黏 菌 素 组 (CS 组 ， 基 础 饲 粮 十 0.3% 硫 酸 秋 杆菌 素 )、 抗 


基础 饲 粮 十 0.1% 微 生 


下 


MER, BENS 


jud 


复 


— 


> 


第 17~21 K, E 


源 指示 剂 收养 法 ， 进 行 消化 试验 。 


1.3.1 试验 饲 粮 


试验 采用 玉米 -豆粕 型 饲 粮 作为 基础 饲 粮 ， 参 考 NRC (2012) 猪 营养 需 
成 及 营养 水 平 见 表 1。 


头 猪 ， 试 验 期 21 d。 于 试验 第 21 RTR 


丝 霉 素 +0.1% 微 生态 制剂 )， 每 个 组 6 


EE， 并 记录 


采 食量 ， 并 于 试验 


表 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 风 了 


FF 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of basal diet (air-dry basis) 


项 目 Items 

原料 Ingredients 

普通 玉米 Common corn (CP 7.8%) 
膨化 玉米 Extruded corn (CP 7.8%) 
大 豆粕 Soybean meal (CP 44.2%) 
膨化 大 豆 Extruded Soybean 

鱼粉 Fish meal (CP 62.5%) 

乳 清 粉 Whey powder 

大 豆 浓缩 蛋白 Soybean protein concentrate 
大 豆油 Soybean oil 

蔗糖 Sucrose 


配制 ， 基 础 饲 粮 组 


含量 Content 


34.34 
20.48 
8.25 
5.05 
4.71 
8.30 
9.88 
1.98 
4.85 
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石粉 Limestone 0.81 

WERE UPS CaHPO4 0.32 
食盐 NaCl 0.25 
LFA HIRE L-Lys- HCl (78%) 0.31 

DL- 和 蛋氨酸 DL-Met 0.07 
苏 氨 酸 Thr (98.5%) 0.05 
氧化 胆 碱 Chloride choline 0.10 
维生素 预 混 料 Vitamin premix!’ 0.05 

矿物 元 素 预 混 料 Mineral premix? 0.20 
合计 Total 100.00 
营养 水 平 Nutrient levels?’ 

HEKA CP 19.71 
钙 Ca 0.8 

总 磷 TP 0.57 
有 效 磷 AP 0.39 
HAR Lys 1.35 
蛋氨酸 Met 0.39 
蛋氨酸 + 半 胱 氨 酸 Met+Cys 0.66 
JP Thr 0.79 
EAR Trp 0.20 
消化 能 DE/(MJ/kg) 14.82 


维生素 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 The vitamin premix provided the following per kg of diet: VA 


6 000 IU, VE 12.5 UI, VD; 400 IU, VK; 2 mg, VB: 0.8 mg, VBe 2.4 mg, VB; 6.4 mg, VB1 12 ug, 


叶酸 folic acid 0.2 mg， 泛 酸 pantothenic acid 10 mg， 烟 酸 nicotinic acid 14 mg. 


2 矿物 元 素 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 The mineral premix provided the following per kg of diet: 
Fe (as ferrous sulfate) 100 mg, Zn 100 mg, Cu (as copper sulfate) 6 mg, I (as ferrous sulfate) 0.3 mg, 


Mn (as manganese sulfate) 4 mg, Se (as sodium selenite) 0.35 mg. 


3 营养 水 平 为 计算 值 。Nutrient levels were the calculated values. 
1.5.2 ”饲养 管理 

本 试验 在 四 川 农 业 大 学 〈 动 物 营 养 所 科研 试验 基地 仔猪 含 ) 进行 。 试 验 前 对 猪 舍 进行 彻底 的 
消毒 ， 并 清洗 料 模 、 水 槽 。 对 试验 仔猪 进行 常规 免疫 与 驱 虫 。 每 日 饲 喂 4 次 (08:00、12:00、16:00、 
20:00)， 少 喂 勤 添 ， 自 由 饮水 ， 每 个 处 理 饲养 管理 条 件 一 致 。 圈 舍 内 温度 保持 在 24~26 C， 相 对 
湿度 控制 在 70%~85%。 保 持 圈 合 清洁 ， 环 境 舒 适 ， 每 天 晚上 结算 余 料 并 做 相应 记录 。 
14 样品 采集 与 分 析 

试验 期 间 记录 仔猪 的 采 食 量 ， 并 计算 平均 
(F/G). 

在 试验 的 第 17~21 RE mA 


CADG)、 平 均 日 采 食 量 (ADFD 和 料 重 比 


tis 
TE 
limi 
pun 


FEE, JE 4 d。 将 收集 的 装 便 经 充分 混合 ， 置 于 烘箱 ，60~65 °C 


p 
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94 “ 烘 2d。 样 品 干燥 后 用 粉碎 机 粉碎 ， 过 40 目 第 ， 收 集 到 样品 袋 中 ， 用 于 测定 养分 干 物质 、 粗 蛋 
95 质 、 粗 脂肪 、 粗 灰分 、 能 量 、 钙 、 磷 ) 表 观 消化 率 。 
96 每 天 记录 腹泻 情况 ， 并 计算 腹泻 率 。 
97 RAR (96) =100X 腹泻 头 数 X 腹 泻 天 数 /( 试 验 头 数 X 试 验 天 数 )。 
98 ZEF DNA 的 提取 按照 Omega 公司 的 DNA 提取 试剂 盒 的 操作 方法 进行 ， 随 后 进行 荧光 定 
99 量 PCR 检测 ， 测 定 回肠 和 盲肠 食 靡 中 的 总 菌 (total bacteria), IURIE (Lactobacillus), FIF 
100 W (Bacillus)、 双 歧 杆 菌 (Bifidobacterium) 和 大 肠 杆菌 (Escherichia coli) 的 数量 。 引 物 和 探 针 
101 ”序列 (RD 参考 Qi 等 内。 
y= 10 表 2 RHEE PCR 特异 性 引物 序列 及 探 针 
> 103 Table 2 Specific primes sequences and probes for RT-PCR 
er 项 目 Items 探 针 、 上 下 游 引 物 和 序列 Primer/probe name and sequence (5'-3') 引物 长 度 Product length/bp 
CO RS-F:GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC 
fae Lactobacillus RS-R:CAACAGTTACTCTGACACCCGTTCTTC 126 
e RS-P:(FMA)AAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTT(BHQ-1) 
e DC-F:CATGCCGCGTGTATGAAGAA 
T HFE Escherichia coli DC-R:CGGGTAACGTCAATGAGCAAA 96 
= DC-P:(FMA)AGGTATTAACTTTACTCCCTTCCTC(BHQ-1) 
| SQ-F:CGCGTCCGGTGT GAAAG 
P= BUSHEL Bifidobacterium | SQ-R:CTTCCCGATATCTACACATTCCA 121 
© SQ-P:(FMA)ATTCCACCGTTACACCGGGAA(BHQ-1) 
N YB-F:GCAACGAGCGCAACCCTTGA 
> 芽孢 杆菌 Bacillus YB-R:TCATCCCCACCTTCCTCCGGT 
— YB-P:(FMA)CGGTTTGTCACCGGCAGTCACCT(BHQ-1) 92 
x< PA Eub338F:ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
总 困 Total bacteria 200 
a Eub518R:ATTACCGCGGCTGCTGG 
= 104 
a 
ET 105 L5 数据 统计 与 分 析 
106 所 有 试验 结果 均 用 平均 值 和 标准 误 表 示 ， 先 用 Excel 2010 作 初 步 统 计 ， 再 采用 SAS 9.1 软件 
107 ”进行 单 因 素 方差 分 析 ， 并 采用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 和 显著 性 分 析 检 验 ，P<0.05 表示 差异 显 
108 — X P«0.01 表示 差异 极 显 著 ，0.05<P<0.10 表示 有 趋势 。 
10 2 结 
110 2.1 不 同 培养 基 对 重组 毕 赤 酵母 生长 和 重组 蛋白 分 泌 的 影响 
111 由 图 1 可 知 ， 菌 体 在 进 镀 18 h 内 增长 非常 缓慢 。 不 同 培养 基 对 菌 体 生 长 过 程 有 不 同 的 影响 。 
112 ”前 期 低 盐 组 菌 体 湿 重 增长 速率 较 基 础 甘油 组 和 基础 可 溶性 淀粉 组 更 快 。 发 酵 到 114 h， 低 盐 组 、 
113 ”基础 甘油 组 和 基础 可 溶性 淀粉 组 菌 体 湿 重 达到 最 高 ,分 别 为 450、402、277 g/L。 菌 体 生长 在 98h 
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114 


115 


116 


117 


118 


119 
120 
121 


122 


123 


后 进入 稳定 期 。 发 酵 114 h， 即 诱导 72 h 后 
检测 ， 测 得 低 盐 组 


CA 


63 g/L 
试验 。 


BE 


由 图 2 可 知 ， 基 础 甘油 组 诱导 24、48、72、96h 后 ， 均 在 41 ku AH 


综合 发 酝 


上 清 液 蛋 


总 浓度 : 0.38 g/L， 基 础 甘油 组 : 


菌 体 湿 重 g/L 


Bacteria wet weight 
un 
o 


500 


350 


E 


8 


150 


50 


18 26 34 42 50 58 66 74 82 90 


, 98 106 114 122 
发 酵 时 间 /h 
Fermentation time 
图 1| 不 同 培养 基 对 毕 赤 酵母 基因 工程 菌 生物 量 的 影响 
Fig.1 


Effect of different culture mediums on biomass of PPle 


M 1 2 3 4 


kDa 
94.0 
66.2 
45.0 


33.0 
26.0 


20.0 


AE. IRE DIE KRU, d bia d 
3.94 g/L， 基 础 可 溶性 淀粉 组 : 
线 数据 ， 最 终 选择 基础 甘油 组 发 酵 上 清 液 进行 SDS-PAGE 检测 以 及 体外 


时 现 了 特异 性 条 带 。 


AR 


-e- (KA 
mH A 
-全 基础 可 溶性 淀粉 组 


| 批注 [yc1]: PEER: 

发 酵 时 间 Fermentation time/h 
JU: 

菌 体 湿 重 Bacteria wet weight/(g/L) 
图 例 分 别 添加 英文 : 


Low salt group 


Basal glycerin group 


Basal soluble starch group 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


201711.00484v1 


chinaXiv 


124 1: 诱 导 96 h，2: 诱 导 72h, 3:559 48 h，4: 诱 导 24h. 

125 1: induction 96h, 2: induction 72h, 3:induction48h, 4: induction 24 h. 

126 图 2 Hie tal 229: eit elk SDS-PAGE 图 片 

127 Fig.2 SDS-PAGE picture of the recombinant plectasin antibacterial peptide 

128 22 重组 菌 丝 霉 素 抗菌 肽 的 体外 抑 菌 效果 

129 由 图 3 可 知 ， 重 组 菌 丝 霉 素 抗菌 肽 经 glycine-HCl 缓冲 液 (pH=2.0)、2 500 U BJ EL EAM. 

130 250 U 的 胰 和 蛋白 酶 处 理 4 h 后 ， 其 对 金黄 色 葡 萄 球菌 仍 有 强烈 抑 菌 效 果 。 其 中 胃 和 蛋白酶 处 理 之 后 

131. 抑 菌 效果 与 对 照 组 相似 ， 表 明 该 重组 抗菌 肽 对 胃 和 蛋白 酶 耐 受 能 力 较 强 ， 进 入 骨 后 不 易 被 降解 ， 稳 

132 ”定性 较 好 。 

133 

134 3: 胰 蛋白 酶 处 理 ，4: 胃 蛋白 酶 处 理 ，5: 甘 氨 酸 -盐酸 缓冲 液 处 理 ，6: 对 照 。 

135 3: trypsin treatment, 4: pepsin treatment, 5: glycine-HCl buffer treatment, 6: control. 

136 图 3 重组 菌 丝 霉 素 抗菌 肽 抑 菌 图 -处 理 4 h 

137 Fig.3 Antibacterial picture of the recombinant plectasin antibacterial peptide-for 4 h 

138 23 重组 菌 丝 霉 素 对 断奶 仔猪 生长 性 能 的 影响 

139 如 表 3 所 示 ， 与 CON 组 相 比 ，CS 组 和 AP 组 显著 增加 了 ADFI (P<0.05)。CS、AP 和 PPB 

140 ”组 与 CON 组 相 比 极 显著 提高 了 ADG (P<0.01)， 以 及 极 显 著 降低 了 F/G (P<0.01). 与 CON 组 相 

141 ” 比 ，CS 组 和 AP 组 有 降低 腹泻 率 的 趋势 (0.05<P<0.10)。 

142 表 3 不 同 处 理 对 断奶 仔猪 生长 性 能 的 影响 

143 Table 3 Effects of different treatments on growth performance in weaning piglets 

"m MRR 重组 菌 微 生 态 联合 应 
项 目 Items 菌 素 HER 制剂 SEM P 值 
CON CS AP PB PPB P-value 

初始 体重 Initial body weight/kg 7.67 7.67 7.66 7.67 7.67 0.04 0.55 
平均 日 采 食 量 ADFI/g 350.48° | 512.62* 483.69:^ 378.1** 460.17abe 37.18 0.03 


平均 日 增 重 ADG/g 193.108 — 333.57^ 311.434Aa 230.955^ 301.194 23.28 <0.01 
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1.83Aa 1.53Ce 1,556* 1.648? 1.52€ 0.03 «0.01 
腹泻 率 Diarrhea incidence /% 36.19 8.57 10.48 21.91 21.91 6.82 0.07 
144 
145 同行 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 
146 (P<0.05), 不同 大 写字 母 表示 差 异 极 显 著 (P<0.01)。 表 4 同 。 
147 In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference 
148 . (P»0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), and with 
149 different capital letter superscripts mean significant difference (P«0.01). The same as Table 4. 
150 24 重组 菌 丝 霉 素 对 断奶 仔猪 养分 消化 率 的 影响 
151 由 表 4 可 知 ,与 CON 组 和 AP 组 相 比 ,其 余 3 个 组 显著 提高 了 粗 灰分 的 表 观 消化 率 CP<0.05 )， 
152 {H CON 组 和 AP 组 之 间 差 异 不 显著 (P»0.050. PB 组 磷 的 表 观 消化 率 极 显著 高 于 其 余 4 个 组 
153 (P<0.01)。CON 组 粗 脂 肪 的 表 观 消化 率 显 著 低 于 其 余 4 个 组 (P<0.05)。CON 组 在 能 量 和 干 物 
154 ，” 质 的 表 观 消化 率 上 有 低 于 其 余 4 个 组 的 趋势 (0.05<P<0.10)。 
155 RA 不 同 处理 对 断奶 仔猪 养分 消化 率 的 影响 
156 Table4 Effects of different treatments on nutrient digestibility in weaning piglets % 
-— MRA FAA AE AS Hil 
项 目 Items n * UER 剂 联合 应 P 值 
CON CS AP PB PPB SEM P-value 

干 物质 DM 86.56 89.79 88.87 89.03 88.88 0.76 0.08 

粗 灰 分 Ash 51.67^ 56.96" 55.89% 58.09* 58.428 1.48 0.04 

#5 Ca 61.25 69.96 64.19 65.06 65.67 3.8 0.62 

WP 36.058> 38.318 41,8146 51.3448 41.01ABb 2.54 <0.01 

粗 蛋 白质 CP 81.37 84.21 83.79 85.34 82.86 1.22 0.25 

能 量 Energy 86.84 90.41 89.23 89.57 89.11 0.85 0.09 

粗 脂肪 EE 73.29b 81.918 81.718 81.598 75.69% 2.17 0.03 
157 2.5 重组 菌 丝 霉 素 对 断奶 仔猪 肠 道 微生物 菌 群 的 影响 
158 从 图 4 可 知 ， 与 其 余 各 组 相 比 ，AP 组 显著 提高 了 回肠 食 糜 双 歧 杆 菌 的 数量 (P<0.05)，PB 组 
159 ”显著 提高 了 回肠 食 麻 乳 酸 杆菌 的 数量 (P<0.05)。 
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160 


161 


168 


14 
12 
10 
8 
tp DCON 
2 wo mcs 
Ro a ab 
E 26 ab 5 DAP 
ag b ab BPB 
E^ E 口 PPB 
4 
2 
0 wanes unm Ex 国 
总 菌 双 歧 杆菌 乳酸 杆菌 大 肠 杆菌 芽孢 杆菌 
Total bacteria Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia coli Bacillus 


数据 柱 形 标注 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 CP<0.05). ELS 同 。 


Value columns with different small letters mean significant difference (P<0.05). The same as Fig.5. 


图 和 不 同 处 理 对 断奶 仔猪 回肠 微生物 的 影响 ，PCR AR 一 -| 批注 [ye2l: BURR: 除 总 菌 的 英文 以 外 ， 后 面 英文 部 斜体 。 
Fig.4 Effects of different treatments on ileum microflora of weaning piglets—PCR results 纵 坐标 ; 
数量 Number/[lg(CFU/g)] 
图 例 英文 前 分 别 加 中 文 : 
由 图 5 可 知 ， 与 CON 组 相 比 ，AP 组 显著 降低 了 盲肠 食 靡 中 大 肠 杆菌 的 数量 (P<0.05)，PB 对 照 
显著 提高 了 盲肠 食 麻 中 芽 屯 杆菌 的 数量 (P<0.05)。 noue 
重组 菌 丝 霉 素 
微 生 态 制 剂 
14 合 应 
12 | 图 5 同 
10 
m ab ab b 
b 
也 8 OCON 
** z T b ab scs 
L^ E I blr] | BAP 
起 6 | BPB 
S | | 口 PPB 
4 
: | 


总 菌 双 歧 杆菌 乳酸 杆菌 大 肠 杆菌 芽孢 杆菌 
Total bacteria Bifidobacterium Lactobacillus Escherichia coli Bacillus 
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图 5 不 同 处 理 对 断奶 仔猪 盲肠 微 4 


FE 物 的 影响 ，PCR 结果 


Fig.5 Effects of different treatments on cecum microflora of weaning piglets—PCR results 


3 W 论 


发 酵 过 程 中 培养 基 的 质量 在 很 大 程度 


上 决定 了 菌 种 的 生长 速度 和 生物 量 操 。 甘 油 是 毕 赤 酵母 


j 最 普遍 的 碳 源 ， 甘 油 的 浓度 决定 了 菌 体 名 


长 的 好 坏 。 文 献 中 有 报道 将 葡萄 糖 作 为 


碳 源 其 性 价 比 优 于 甘油 中。 而 可 溶性 淀粉 因 


选择 可 溶性 淀粉 


FE 为 碳 源 可 大 大 节约 生产 


由 于 BSM 基础 盐 培 养 基 成 本 低 ， 组 成 简 重 


酵母 成 功 分 泌 外 源 和 蛋白, 在 


成 本 。 


4 


其 价格 便宜 ， 经 过 高 温 可 水 解 成 麦芽 糖 和 和 葡萄糖， 故 


和 ， 能 满足 毕 赤 醇 母 生长 所 需 的 养分 ， 且 能 使 毕 赤 


泌 到 胞 外 。 


于 发 酵 培养 基 中 无 外 源 蛋 白 


业 化 培养 中 应 | 


的 后 续 纯化 带 来 便利 。 


刘斌 00 选 择 
表达 量 达 到 19.49 


到 215 mg/L. 


即使 是 同一 表达 系统 ， 但 对 


， 且 毕 赤 酵母 


ART, BS 


REPE USE DAL AIA BE WT CE Ba AN A a> 
身 所 分 泌 的 内 生 和 蛋白 少 ， 故 对 发 酵 产 物 


pH. i ERU 


醇 添 加 量 为 


变量 因素 ， 通 过 


向 应 面 法 ， 使 得 重组 人 源 胶原 蛋白 


g/L. Zhao 等 山 通 过 降低 25% 的 BSM 盐 浓度 , 将 人 血清 蛋白 干扰 素 表 达 量 提高 


由 于 外 源 基因 自身 序列 和 表达 条 件 的 不 同 


毕 赤 酵 母 的 生 


主要 以 积累 菌 体 为 目的 ， 待 到 碳 源 耗 尽 ， 


于 不 同 的 外 源 蛋 白 ， 其 表达 量 存 在 很 大 差异 。 这 可 能 是 


所 造成 。 


长 和 表达 主要 分 为 2 个 阶段 。 第 1 阶段 为 


醇 作为 其 分 泌 表达 的 碳 源 。 江 学 斌 (31 通 
和 表达 规律 的 影响 ， 发 现 分 段 控制 工艺 发 


甘油 等 碳 源 为 主 的 生长 期 ， 此 时 期 
诱导 表达 。 第 2 阶段 主要 通过 流 加 
速 流 加 和 指数 流 加 对 毕 赤 酵 母 生长 


始 进入 第 2 阶段 的 
过 比较 间 鞭 流 加 、 恒 


EURE RE 


体 湿 重 达到 415 g/L， 这 与 本 试验 


结果 一 致 。 发 酵 过 程 中 pH 的 控制 是 通过 补 加 氨水 来 实现 的 。 


赤 酵 母 生长 提供 氮 源 。 有 研究 报道 ，pH 


时 ， 外 源 蛋 白 


分 泌 量 最 高 031。 发 酵 过 程 中 pH 3 


活性 高 低 与 发 酵 温度 也 密切 相关 。 温 度 升 
温度 过 高 又 会 导致 酶 失 活 ， 菌 体 出 现 衰 老 ， 发 酵 周 
酵母 生长 最 适 温 度 为 28 C, BIRA 


Co, KIRRI 
HRM, | 


在 3~7 Zia), Hey 


最 适 温度 为 


氨水 既 能 调节 酸 碱 平衡 ， 也 能 为 毕 
酵母 均 能 良好 生长 ， 
FE 要 影响 毕 赤 醇 母 中 酶 的 活性 、 细 胞 膜 通 透 性 以 及 


AL pH 恒定 在 5 


中 间 代 谢 产物 的 离 解 。 本 研究 表明 ,pH 在 5.5 时 重组 抗菌 肽 分 泌 量 最 高 。 毕 亦 酵 母 分 泌 表 达 产 物 


高 ， 毕 赤 酵 母 代 谢 速率 加 快 ， 诱 导 表 达 期 提前 到 来 ， 但 


p 


A HEA E 


j| 


AE EHI CET 


) 


诱导 表达 期 碳 源 


期 缩短 ， 影 响 诱导 表达 产量 。 研 究 报道 ， 毕 赤 
30 'C， 诱 导 期 温度 过 高 容易 导致 酵母 细胞 死 
岗 ， 发 酵 温度 在 30'C， 菌 体 生长 良好 ， 诱 导 表达 结果 比较 理想 。 本 实验 室 前 期 
组 菌 丝 霉 素 的 表达 量 仅 达 到 143 mg/L， 可 能 原因 是 摇 瓶 无 法 控制 温度 、pH 和 
醇 的 流 加 速度 。 根 据 毕 赤 酵 母 生长 特点 ， 结 合 分 批 - 补 料 发 酵 技术 ， 分 别 补 加 


E) 和 毛 源 (氨水 )， 通 过 溶 氧 情 况 来 调节 补 加 速度 。 
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溶 氧 出 现 迅速 上 升 后 开始 补 加 碳 源 ， 直 至 溶 氧 值 控制 在 20% 左 右 。 
本 试验 菌 体 在 进 负 18 h 内 增长 非常 缓慢 ,可 能 原因 是 接种 量 小 ， 菌 体 密度 低 。 开 始 流 加 甲醇 
时 ， 初 期 溶 氧 迅速 下 降 ， 故 需 注 意 流 加 速度 。 虽 然 基础 可 溶性 淀粉 组 测 得 蛋白 总 浓度 最 高 ， 但 通 
过 SDS-PAGE 检测 发 现 目的 蛋白 几乎 没有 , 加 之 其 菌 体 生长 曲线 不 符合 毕 赤 酵母 生长 规律 ， 推 涡 
发 酵 过 程 中 由 于 演 粉 类 物质 不 易 被 酵母 细胞 所 利用 ， 导 致 大 部 分 酵母 细胞 发 生 菌 体 自 容 现象 ， 从 
而 导致 菌 体 总 蛋白 浓度 偏 高 。 综 合 考虑 菌 体 生长 曲线 ， 筛 选 出 最 适 培养 基 为 基础 甘油 组 。 
组 发 酵 上 清 液 中 杂 蛋 白 少 ， 目 的 条 带 清晰 ， 说 
明 诱 导 表达 产物 纯度 较 高 。 通 过 酸 、 骨 和 蛋白酶 和 胰 和 蛋白 酶 处 理 4 h 后 ， 重 组 菌 丝 霉 素 抗菌 肽 对 金 
色 葡 萄 球菌 依然 有 强烈 抑 菌 效 果 ， 可 能 是 由 于 重组 菌 丝 霉 素 分 子 里 含有 3 个 二 硫 键 ， 使 其 结构 
稳定 ， 不 易 被 降解 。 
目前 ， 饲 粮 中 添加 抗菌 肽 对 断奶 仔猪 生长 性 能 的 影响 报道 较 多 。 抗 菌 肽 由 于 其 抗菌 谱 广 ， 而 
药性 低 ， 抗 菌 作用 迅速 而 备 受 关注 。Yoon 等 (5 通过 比较 饲 粮 中 添加 阿 泊 拉 霉 素 和 不 同 剂量 抗 鞭 
k A3， 结 果 发 现 ， 随 着 抗菌 肽 AS 添加 剂量 的 增多 ， 能 显著 提高 断奶 仔猪 ADG， 但 对 ADF 无 
影响 ， 添 加 抗菌 肽 A3 后 ， 能 显著 提高 粗 蛋 白质 和 干 物质 的 消化 率 。Xiong 等 09 研 究 发 现 ， 在 保 
育 料 中 添加 复合 抗菌 肽 可 极 显著 提高 ADG 和 ADFI， 极 显著 降 KG， 对 断奶 仔猪 的 生长 性 能 起 到 
了 较 好 的 改善 作用 。Wang 等 (1 在 饲 粮 中 添加 乳 铁 蛋 白 抗 菌 肽 ， 结 果 发 现 与 对 照 组 (无 抗生素 的 
基础 饲 粮 ) 相 比 , 抗菌 肽 组 极 显 著 提高 了 断奶 仔猪 的 ADG, 增幅 达到 了 41.8%, 显著 降低 了 F/G。 
本 试验 研究 结果 表明 ， 与 CON HH, AP 组 显著 提高 了 ADG 和 ADFI， 显 著 降低 了 F/G， 有 提 
高 能 量 、 粗 脂肪 、 干 物质 等 养分 消化 率 的 趋势 ， 以 及 降低 断奶 仔猪 腹泻 率 的 趋势 。AP 组 与 CS 
组 相 比 ， 差 异 不 显著 ， 说 明 在 生长 性 能 方面 ， 菌 丝 霉 素 能 起 到 与 抗生素 相 类 似 的 效果 。 但 是 也 存 
在 不 一 致 的 报道 。Shan 等 9 和 Wu 等 9 研究 发 现 , 饲 粮 中 添加 复合 抗菌 肽 对 断奶 仔猪 ADF 无 影 
响 ， 这 可 能 是 由 于 断奶 日 龄 和 体重 的 不 同 所 造成 。 菌 丝 霉 素 通过 与 带 负 电荷 的 微生物 细胞 膜 结合 
并 插入 膜 内 ， 导 致 细胞 膜 空洞 的 形成 ， 细 胞 内 容 物 渗 漏 ， 从 而 杀 灭 病原 菌 。 大 肠 杆 菌 产生 内 毒素 
反应 ， 导 致 仔猪 腹泻 ， 是 一 类 有 害 菌 。 乳 酸 杆菌 是 研究 报道 中 较为 常见 的 一 类 有 益 菌 ， 


是 
在 消化 道内 乳酸 杆菌 能 产生 乳酸 ， 消 耗 氧气 ， 与 病原 菌 抢占 肠 黏 膜 结合 位 点 来 抑制 病原 菌 的 生长 


Nm 


通过 SDS-PAGE 检测 ， 由 图 可 以 看 出 基础 甘 


PU 
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抗 营养 因子 ， 提 高 饲料 利用 率 。 双 层 杆 菌 能 辅助 治疗 慢性 腹泻 和 便秘 ， 是 一 类 有 益 苗 5q。 本 研究 


结果 表明 ， 添 加 重组 菌 丝 霉 素 抗菌 肽 后 能 显著 提高 回肠 食 糜 中 双 歧 杆菌 的 数量 ， 显 著 降 低 盲 肠 食 
糜 中 大 肠 杆 著 的 数量 。 菌 丝 霉 素 抗菌 肽 能 杀 灭 有 害 菌 ， 减 少 有 害 菌 对 肠 道 黏膜 结合 位 点 的 竞争 ， 
促进 有 益 菌 的 生长 繁殖 ， 从 而 维持 动物 肠 道 微生物 菌 群 的 平衡 。 由 于 抗生素 对 肠 道 内 菌 群 的 杀 灭 
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的 同时 也 会 减少 肠 道 内 有 益 菌 的 数量 ， 不 利于 微生物 菌 群 的 平衡 。 由 此 可 
见 ， 应 用 菌 丝 霉 素 抗 菌 肽 替代 抗生素 ， 可 有 效 维护 肠 道 微生物 菌 群 的 平衡 。 重 组 菌 丝 霉 素 抗菌 肽 
进入 体内 后 ， 通 过 抑制 肠 道内 有 害 微 生物 的 生长 ， 给 有 益 微生物 提供 了 良好 的 生存 空间 ， 更 多 的 
有 益 微生物 能 促进 肠 道 对 营养 物质 的 吸收 ， 从 而 改善 仔猪 生长 性 能 ， 提 高 养分 消化 率 。 
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应 用 价值 及 开发 前 景 ， 在 断奶 仔猪 饲 粮 中 添加 重组 菌 丝 霉 素 抗菌 肽 能 改善 断奶 仔猪 生长 性 能 ， 提 
高 养分 表 观 消化 率 ， 维 护 肠 道 微生物 菌 群 的 平衡 。 在 今后 的 研究 中 还 应 对 发 酵 条 件 进一步 优化 ， 
同时 完善 该 抗菌 肽 产品 的 加 工 工 艺 ， 使 之 更 符合 动物 生理 特点 。 
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Optimal Production of Recombinant Plectasin from Pichia pastoris and Its Efficacy for Weaning Piglets 
LI Yan? WAN Jin! CHEN Guang? CHEN Daiwen! YU Bing! HE Jun!“ 

(1. Key Laboratory for Animal Disease-Resistance Nutrition of Ministry of Education, Animal 
Nutrition Institute, Sichuan Agriculture University, Chengdu 611130, China; 2. Cheng Du HuaLuo 
Bio-Tech Co., Ltd., Chengdu, 610062, China) 

Abstract: The optimization of growth medium for the recombinant yeast strain was carried out to 
increase the secretion of recombinant plectasin antimicrobial peptide and to reduce the production cost, 
and the effects of antimicrobial peptide on growth performance, nutrient digestibility and intestinal 
microflora were also evaluated in weaning pigs. In the present study, the liquid fermentation was used to 
prepare the recombinant plectasin in a 30 L fermenter by using batch-fermentation process, and 
subsequently the expression levels of recombinant plectasin with low salt, basal glycerin and basal 
soluble starch mediums were compared. Thirty healthy piglets (Durocx Landracex Yorkshire) weaned at 
24 d were selected and randomly allotted to five groups according to their initial BW. The groups 
consisted of control group (CON group, a basal diet without antibiotic), sulfuric acid colistin group (CS 
group, basal diet+0.3% sulfuric acid colistin), antimicrobial peptide group (AP group, basal diet+0.2% 
recombinant plectasin), probiotics group (PB group, basal diet+0.1% probiotics) and joint application 
group (PPB group, basal diet+0.2% recombinant plectasin+0.1% probiotics). The experiment lasted for 
21 days. The results showed that the wet weight of bacteria in low salt group, basal glycerol group and 
basal soluble starch group reached the highest value at 114 hours of fermentation, which were 450, 402 
and 277 g/L, respectively; the concentrations of total protein in supernatant were 0.38, 3.94 and 5.63 
g/L, respectively. Animal trial results showed that compared with CON group, average daily feed intake 
(ADFD, average daily gain (ADG) and ratio of feed to gain (F/G) were significantly increased (P<0.05) 
and diarrhea incidence tended to decrease in CS and AP groups (0.05<P<0.10). Compared with other 
groups, the AP group significantly increased the population of Bifidobacteria in ileal digesta (P<0.05). 
Compared with CON group, the other groups tended to increase the apparent digestibility of energy and 


dry matter (0.05«P«0.10). The apparent digestibility of phosphorus in PB group was significantly 
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greater than that in the rest four groups (P«0.01). In conclusion, the yield of recombinant plectasin 
antimicrobial peptide and the performance of piglets are improved by optimizing the growth medium. 
And the results preliminarily confirm that recombinant plectasin antimicrobial peptide developed by our 
laboratory can be used as an alternative to antibiotics in animal feed. 

Key words: recombinant plectasin; antimicrobial peptide; growth performance; nutrient digestibility; 


weaning piglets 
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